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G‹R‹fi

Sistemik lupus eritematozus (SLE), s›kl›kla hüc-

re çekirde¤indeki intrasellüler antijenlere karfl›

otoantikorlar›n mevcut oldu¤u çok yönlü bir oto-

immün hastal›kt›r. Nükleer komponentlere karfl›

oluflan otoantikorlar, antinükleer antikor (ANA)

olarak adland›r›l›r (1). ANA testi, konnektif do-

ku hastal›klar›nda (SLE, skleroderma, CREST

sendromu, Sjögren Sendromu, mikst konnektif

doku hastal›¤›, poliomiyozit, dermatomiyozit) bir

tarama testi fleklinde yayg›n olarak kullan›l›r (2).

ANA pozitif olan hastalar›n ço¤u SLE de¤ildir,
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Sistemik lupus eritematozus ön tan›s›yla araflt›r›lan 
hastalar›n serumlar›nda antinükleer ve anti-double 
stranded  DNA antikorlar›n›n saptanmas›nda iki farkl›
yöntemin karfl›laflt›r›lmas›

ÖZET

Bu çal›flmada, sistemik lupus eritematoza (SLE) ön tan›s› alm›fl hastalarda antinükleer antikor (ANA) ve anti-double stran-

ded DNA (Anti-dsDNA) antikorlar›n›n saptanmas›nda  IFA ve EIA yöntemlerinin etkinli¤inin karfl›laflt›r›lmas› amaçlanm›fl-

t›r. Çal›flmada Temmuz 2005-2006 tarihleri aras›nda Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji  Seroloji laboratuar›na gönderi-

len, SLE ön tan›s› alm›fl 59 hastan›n serum örnekleri indirekt floresan antikor (IFA) ve enzim temelli testler (EIA) ile efl za-

manl› olarak incelenmifl ve sonuçlar de¤erlendirilmifltir.  Çal›flmam›z sonucunda, 59 hastan›n 50’sinde (%84.7) IFA testi ile,

35’inde (%59.3) EIA testi ile ANA pozitifli¤i tespit edilmifltir. Anti-ds DNA varl›¤› aç›s›ndan 59 hastan›n 21’inin (%35.6) IFA

ile, 30’unun (%50.8) EIA ile pozitif oldu¤u görülmüfltür. EIA testinin, ANA varl›¤› aç›s›ndan duyarl›l›¤› %70, özgüllü¤ü %100

olarak bulunurken, ds-DNA varl›¤› aç›s›ndan duyarl›l›¤› %90.5, özgüllü¤ü %71.1 olarak tespit edilmifltir.

Anahtar kelimeler: Sistemik Lupus Eritematozus, antinükleer antikor, anti-dsDNA, indirek immünfloresan, enzim immünassay.

SUMMARY

In this study, our objective is to compare the efficacy of the IFA and EIA methods in the detection of anti-nuclear antibodies

(ANA) and anti-double stranded DNA (Anti-dsDNA) in patients with prediagnosed as systemic lupus erythematosus (SLE).

All  serum samples (n:59) obtained from patients with prediagnosed SLE and submitted to the Microbiology and Clinical Mic-

robiology Laboratories between July 2005 and 2006 were examined by indirect fluorescent antibody (IFA) and enzyme im-

munoassay (EIA) tests and results were compared. The IFA test gave a positive ANA indication in 50  (84.7%) out of 59 pa-

tients, compared to 35(59.3%) with the EIA test. In terms of Anti-ds DNA existence,  the IFA test gave a positive indication

for 21  (35.6%) out of 59 patients whereas,  using the EIA method, the number was 30 (50.8%) patients. We determined that

the sensitivity of the EIA test to the presence of ANA  was 70 %, and that its specificity was 100 %. We  found that, in terms

of ds-DNA existence,  its sensitivity and specificity were 90.5% and 71.1%, respectively. 

Key words: Systemic lupus erythematosus, anti-nuclear antibodies, anti-dsDNA, indirect immunofluorescence, enzyme immunoassay.
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ancak SLE’li kiflilerin ço¤u (%95’ten fazla) ANA

pozitif’tir (1,2). Antinükleer antikorlar›n (ANA)

SLE’de görülme oran› %100’e yak›n olmas›na

karfl›n baflka otoimmün hastal›klarda da buluna-

bilece¤inden, ay›r›c› de¤eri düflüktür. SLE’de bu-

gün için tan›sal de¤eri en yüksek say›lan anti-

korlar çift zincirli DNA (ds DNA) ve Smith an-

tijenine (Sm) karfl› olanlard›r (3). ANA ve anti-

ds DNA antikorlar›n›n araflt›r›lmas›nda indirekt

floresan antikor (IFA), Western Blot (WB), Farr

assay ve enzim immün assay (EIA) gibi farkl›

yöntemler kullan›lmaktad›r (4). Antinükleer anti-

korlar›n tespiti için genellikle tercih edilen yön-

tem indirekt immünfloresan (IFA) yöntemidir (5).

IFA-ANA yönteminin basit, uygulamas› kolay ve

maliyetinin düflük olmas› gibi avantajlar›na kar-

fl›n baz› önemli s›n›rlamalar› vard›r. Örne¤in tes-

tin de¤erlendirmesi zaman al›c› ve subjektif olup,

sonuçlar›n geçerlili¤i büyük ölçüde de¤erlendiren

kiflinin bilgi, deneyim ve yeterlili¤ine ba¤l›d›r.

Bir baflka dezavantaj› ise çok say›daki nükleer

antijenlerin tiplendirmesinin kesin olarak yap›la-

mamas›d›r. Son y›llarda; farkl› nükleer antijenle-

rin tiplendirmesine olanak sa¤layan; pratik ve de-

¤erlendirmesi objektif olan enzim temelli testler

(EIA) ve western blot gibi moleküler temelli

yöntemler uygulamaya girmifltir (6). 

Bu çal›flmada, SLE ön tan›s› alm›fl hastalarda

ANA ve anti-ds DNA antikorlar›n›n varl›¤›n›

IFA ve EIA yöntemleri ile araflt›r›lmas› ve refe-

rans yöntem olarak kabul edilen IFA’ya göre, EI-

A’n›n duyarl›l›k ve özgüllü¤ünün saptanmas›

amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çal›flmaya Temmuz 2005-2006 tarihleri aras›nda

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji  Seroloji

laboratuar›na gönderilen ve klinik olarak SLE ön

tan›s› alan 59 hastan›n serum örnekleri dahil edil-

mifltir. Çal›flma grubu 18-70 yafllar› aras›nda,  49’u

(%83.1) kad›n, 10’u (%16.9) erkek hastadan olufl-

mufltur. Tüm serum örnekleri IFA ve EIA tes-

tleriyle efl zamanl› olarak incelenmifltir. 

IFA testi ile ANA araflt›r›lmas›. ANA varl›¤›n›n

araflt›r›lmas› için standart IFA yöntemi ( IMM-

CO Diagnostics, Inc. USA ) kullan›lm›flt›r.  Hep-

2 hücreleri ile kapl› özel lam alanlar› üzerine ör-

neklerin 1/80 suland›r›mlar› eklenerek, üretici fir-

man›n önerileri do¤rultusunda uygulanm›flt›r. So-

nuçlar floresan mikroskobunda (Zeiss, Germany)

20X ve 40X objektiflerle ve en az iki farkl› ki-

fli taraf›ndan incelenmifltir.

IFA testi ile anti-ds DNA araflt›r›lmas›. IFA yön-

temi ile anti-ds DNA araflt›r›lmas›nda, antijenik

substrat olarak Crithidia luciliae içeren lamlara

(IMMCO Diagnostics, Inc. USA) serum örnekle-

rinin 1/10 suland›r›mlar› eklenmifl ve test üretici

firman›n önerileri do¤rultusunda uygulanm›flt›r.

Sonuçlar floresan mikroskobunda (Zeiss, Ger-

many) 20X ve 40X objektiflerle incelenmifltir.

EIA ile ANA ve anti-ds DNA tespiti. EIA testi,

AESKULISA ANA-Hep2  (AESKU Diagnostics,

Germany) ve AESKULISA ds-DNA Check

(AESKU Diagnostics, Germany) kitleri kullan›la-

rak TRITURUS Biotect (Grifols-USA)  otomati-

ze EIA sisteminde çal›fl›lm›flt›r. ANA-Hep 2 tes-

ti dsDNA, histon, SS-A(Ro), SS-B(La), Sm,

SnRNP/Sm, Scl-70, PM-Scl, Jo-1 ve sentromer

antijenlerini içermekteydi. Test üretici firman›n

önerileri do¤rultusunda uygulanm›flt›r.

BULGULAR

Çal›flmam›z sonucunda, 59 hastan›n 50’sinde

(%84.7) IFA testi ile, 35’inde (%59.3) EIA testi

ile ANA pozitifli¤i tespit edilmifltir. Anti-ds DNA

sonuçlar›na bak›ld›¤›ndaysa 59 hastan›n 21’inin

(%35.6) IFA ile, 30’unun (%50.8) EIA ile pozitif

oldu¤u görülmüfltür (Tablo1). 

EIA testinin, ANA varl›¤› aç›s›ndan duyarl›l›¤›

%70, özgüllü¤ü %100 olarak bulunurken, ds-
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DNA varl›¤› aç›s›ndan duyarl›l›¤› %90.5, özgül-

lü¤ü %71.1 olarak tespit edilmifltir.

TARTIfiMA

Kollajen doku hastal›¤› olanlarda farkl› hücre,

doku ve antijenlerine karfl› otoantikor oluflumu

karakteristiktir (6). Dolafl›mdaki otoantikorlar›n

tan›mlanmas›, do¤ru tan› konmas›nda, prognozu

göstermede ve tedavinin izleminde rehberlik et-

mede yararl›d›r (7). SLE etyolojisi tam olarak bi-

linmeyen, klinik ve laboratuar bulgular› çok çe-

flitli ve de¤iflken olabilen, kronik, otoimmun ve

multisistemik bir hastal›kt›r (8). Otoantikorlar›n

varl›¤›, SLE’nin tan›s› için önemli olup, antinük-

leer antikorlar (ANA), anti-Sm veya anti-ds DNA

antikorlar›, SLE için tan› kriterleri aras›nda yer

al›r (9). IFA, bugün icin klinik laboratuarlarda

çesitli nükleer antijenlere karfl› olusan otoantikor-

lar›n tespitinde en yayg›n kullan›lan metottur

(10). Bununla birlikte zahmetli ve de¤erlendiril-

mesi subjektif bir test olmas› ve antijen tipleri-

nin kesin ayr›m›n›n yap›lamamas› gibi s›n›rlama-

lar›ndan dolay› alternatif olarak enzim immunas-

say (EIA) yöntemi gelifltirilmifltir (6,11).

Bugün için Kollajen Doku Hastal›klar›’nda

(KDH) tan›mlanan otuzdan fazla antijen-antikor

kompleksi bulunmas›na karfl›n, EIA ve western

blot (WB) ile 10-12 kadar›n› saptamak mümkün-

dür. Ancak IFA ile çal›fl›lan hücre hatt›, teorik

olarak hücresel otoantijenlerin hepsini içermekte-

dir. Dolay›s›yla, immün floresan yöntemi,

KDH’da yeni antijen-antikor kompleksleri bulun-

sa da tercih edilen yöntem olma özelli¤ini yitir-

meyecektir (4).

Antinükleer antikorlar,  SLE için çok duyarl› ol-

mas›na karfl›n, sa¤l›kl› bireylerin üçte birinde,

1/40 dilüsyonla ANA tespit edilebilmekte, bu

oran 1/160 dilüsyonda yirmi kiflide bir olmaktad›r

(1). Tan ve ark (12)’nin yapt›¤› çal›flmada, im-

münfloresan yöntemiyle, sa¤l›kl› bireylerde 1/40

dilüsyonla %31.7 ANA pozitifli¤i bulunmufltur.

Ayn› çal›flmada, 1/80, 1/160 ve 1/320 dilüsyonlar-

la s›ras›yla %13.3,  %5 ve %3.3 ANA pozitifli-

¤i saptanm›flt›r. Bu çal›flmada görüldü¤ü gibi,

ANA-IFA için bafllang›ç dilüsyonu olarak 1/40

oran› sa¤l›kl› kiflilerde de yüksek oranda pozitif

olabildi¤i için,  bizim çal›flmam›zda 1/80 dilüsyon

oran› ile çal›fl›lmas› tercih edilmifltir. 

ANA tespitinde IFA ile EIA’n›n karfl›laflt›r›ld›¤›

çeflitli çal›flmalara literatürde s›kça rastlamak

mümkün olmakla beraber, sonuçlar oldukça de¤i-

flik oranlarda bildirilmektedir.  Emlen ve O’Ne-

ill (13)  SLE’li hastalarda, Hep-2 hücreleri ile

gerçeklefltirilen immünfloresan test ile alt› farkl›

EIA ANA kitini karfl›laflt›rm›fl ve IFA ile %88

ANA pozitiflik saptam›fl, buna karfl›l›k EIA ile

ANA pozitifli¤i %62 ile %90 aras›nda de¤ifliklik

göstermifltir. Tonuttia ve ark (14) otoimmün has-

tal›¤› bulunan 315 kiflide ANA için IFA ile befl

ticari EIA kitini karfl›laflt›rm›fl, IFA ile %92 ANA

pozitifli¤ine karfl›l›k, EIA ile bu oran %74 ile

%94 aras›nda de¤ifliklik göstermifltir. Ayn› arafl-

t›r›c›lar ticari enzim immünassay testlerinin baz›-

lar›n›n IFA ile karfl›laflt›r›labilir düzeyde, baz›la-

r›n›n daha yüksek tan›sal do¤ruluk tafl›d›¤›n›, ba-

z›lar›n›nsa sonuçlar›n›n kabul edilemez oldu¤unu

belirtmekte, ancak sonuç olarak IFA’ya alternatif

bir tarama testi olarak kullan›labilece¤ini söyle-

mifllerdir. Alem ve ark (15) ANA IFA  testine

karfl›l›k de¤iflik nükleer antijenlere (SS-A, SS-B,

(+)      % (-)       % (+)      % (-)       % (+)      % (-)       % (+)      % (-)       %

50     84.7 9       15.3 21     35.6 38     64.4 35     59.3 24     40.7 30     50.8 29     49.2

ANA ds-DNA ANA ds-DNA

IFA EIA

Toplam

hasta

say›s›

n=59

Tablo 1. 59 hastan›n IFA ve EIA yöntemleri ile ANA ve  Anti ds-DNA  sonuçlar›.

Fahriye Ekfli, Efgan Do¤an Gayyurhan, Tekin Karsl›gil, Ayflen Bayram
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Scl-70, Sm, RNP, Jo-1, ENA, histone, ss-DNA

ve ds-DNA) karfl› otoantikorlar› test eden üç

farkl› EIA-ENA kitini çal›flm›fllar, IFA-ANA po-

zitif örneklerin %97’sini,  EIA ile pozitif bul-

mufllar ve hasta örneklerinin taranmas›nda güve-

nilir oldu¤u sonucuna varm›fllard›r. Reisner  ve

ark (11), 808 serum örne¤ini tarad›klar› çal›flma-

lar›nda ANA varl›¤› için IFA ve EIA testini kar-

fl›laflt›rm›fllar, EIA’n›n duyarl›l›k ve özgüllü¤ünü

s›ras›yla %94.6 ve %86.0 bulmufllar, ek olarak;

EIA testinin yüksek negatif prediktif de¤ere sa-

hip olmas›ndan dolay› ANA-negatif sonuçlar için

güvenilir olarak kullan›labilece¤i, ancak düflük

pozitif prediktif de¤erinden dolay› EIA-pozitif ör-

neklerin IFA ile do¤rulanmas› gerekti¤i sonucu-

na varm›fllard›r. Gniewek ve ark (2) 467 hasta

ve 98 sa¤l›kl› kan vericisinin serumlar›nda  ANA

tespiti için IFA ve EIA ile çal›flm›fllar ve EI-

A’n›n IFA ile eflit duyarl›l›¤a sahip oldu¤unu, öz-

güllü¤ünün ise daha yüksek oldu¤unu bulmufllar-

d›r. Jaskowski ve ark (10) da 601 hasta ve 202

normal kan vericisinin serum örneklerinde ANA

tespiti için IFA ve  befl de¤iflik EIA testi ile ça-

l›flm›fllar ve EIA testlerinin, IFA ile karfl›laflt›r›l-

d›¤›nda hem duyarl› hem de özgül oldu¤u sonu-

cuna varmakla beraber, befl de¤iflik EIA testinin

hiçbirinin %100 duyarl› olmad›¤›n› da vurgula-

m›fllard›r. Görüldü¤ü gibi çal›flmalarda EIA test-

lerinin duyarl›l›k ve özgüllü¤ü oldukça genifl bir

aral›kta tespit edilebilmektedir. Bununla birlikte

özellikle Anti-ds DNA için IFA ve EIA yöntem-

lerini karfl›laflt›ran çal›flmalara literatürde çok faz-

la rastlanmam›flt›r. Tan ve ark (16),  dokuz de-

¤iflik EIA kitini de¤erlendirmifller ve  sadece iki-

sinin anti-dsDNA için kabul edilebilir duyarl›l›k

ve özgüllü¤e sahip oldu¤unu tespit etmifllerdir,

sonuç olarak özellikle anti-dsDNA ve anti-Sm

için, EIA testlerinin gelifltirilmeye ihtiyac› oldu-

¤unu belirtmifllerdir.

Bizim çal›flmam›zda, IFA ile karfl›laflt›r›ld›¤› za-

man, EIA testinin duyarl›l›¤› ANA için %70, an-

ti-dsDNA için %90.5’tir, özgüllü¤ü ise ANA ve

anti-dsDNA için s›ras›yla %100 ve %71.1  ola-

rak bulunmufltur. Bulgular›m›z, genel olarak lite-

ratürle uyumlu olmas›na karfl›n çal›flmam›z›n ba-

z› s›n›rlamalar› mevcuttur. Bunlar, olgu say›s›n›n

az olmas› ve kontrol grubu olarak sa¤l›kl› birey

serumlar›n›n çal›fl›lmam›fl olmas› fleklinde say›la-

bilir. Sonuç olarak, bu noktalar üzerinde durula-

rak planlanan yeni çal›flmalar›n daha iyi yol gös-

terici olaca¤› kan›s›na var›lm›flt›r. Bununla birlik-

te, araflt›rmam›z›n anti-dsDNA saptanmas›nda

IFA, EIA testlerinin karfl›laflt›r›lmas› amac›yla ya-

p›lan az say›daki çal›flmaya katk› sa¤layaca¤› dü-

flünülmüfltür.                        
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